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Verfahren zum Diagnostlzferen des 
colorektalen Karzinoms in einer Gewebeprobe und Mittel 

zur Behandlung 




Beschrefbung 

Die Erflndung betrifft sowohl e!n Verfahren zur Diagnose des 
colorektalen Karzinoms (Dlckdarmkrebs) In elner Gewebeprobe des 
menschlichen Dick- bezlehungsweise des Enddarms als auch ein Mittel 
zur Behandlung des colorektalen Karzinoms. 

Das colorektale Karzlnom ist die zweithaufigste Todesursache bel 
Krebslelden, welches kontinulerllch in seiner Inzidenz zunimmt und 
hauflg nach einer kuratlven chirurglschen Operation wieder auftritt. 
Colorektale Karzlnome (besartlge Dick- und Enddarmtumore) zeigen in 
den IndustrlelSndern elnen kontlnuierllchen Anstleg der Inzidenz und 
stellen bel Mannern das zweithaufigste und bei Frauen das dritthSuflgste 
Krebslelden dar. Es kommen iiber 200.000 neue Falle von colorektalen 
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Karzinomen Im Jahr vor, wobel Qber 100.000 Patienten daran 
versterben. Das colorektale Karzinom steht somit an zweiter Stelle als 
Todesursache bei Krebslelden. 

Die Diagnose und Prognose fQr dlese Krebsart wird durch eine Vlelzahl 
von Eigenschaften, die zur Zelt der Erstdiagnose vorhanden sind, 
beelnflufit. Diese Faktoren belnhalten Alter, Geschlecht, Dauer der 
Symptome, Zustand der Darmobstruktfon, Tumorlokalisation, 
Notwendigkeit von Bluttransfusion und die Qualitat der chlrurgischen 
Intervention, Bisher haben zwar die Anzahl von Tumoreigenschaften, 
wie vaskulare lymphatlsche Invasivitat, Differenzierungsgrad und 
praoperative Titer von konventionellen Tumormarkern einen 
prognostischen Wert gezeigt, jedoch gibt es keine geeigneten Marker fQr 
die Detektlon von FrOhstadlen des Karzlnoms oder fur histopathologisch 
unauffallige Mikrometastasen (minimal residual disease), die der Grund 
fQr das Wiederauftreten des Karzlnoms, sogar nach kuratlver 
chirurgischer Resektlon, sein kdnnten. Die bisher verwendeten 
Turmormarker CEA, CK 19 und CK 20 sind fQr die derzeitige Prognose 
richtungswelsend, jedoch unzuverlassig in der Diagnosedifferenzierung. 

Der Erflndung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine zuverlassige und 
irrtumsfrele Untersuchungsmethode fQr das colorektale Karzinom zur 
VerfQgung zu stellen und weiterhin eine wlrksame sowle schonende 
Behandlung des colorektalen Karzlnoms aufzuzeigen. 

Zur Losung dleser Aufgabe sleht die Erflndung vor, daB eine 
Gewebeprobe auf das Vorhandensein von HERG-Kaliumkanalen 
untersucht wird. 
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Zur Diagnose wlrd elne Gewebeprobe des Dick- bzw. Enddarmes trn 
Labor untersucht, wobei der HERG-Kaliumkanal in colorektalen 
Karzinomzellen exprimiert wird und durch die RT-PCR-Methode 
nachgewlesen werden kann. Die Uberraschende und wertvolle 
Erkenntnis besteht darln, daB der HERG-Kaliumkanal einen 
hochselektlven funktionellen Tumormarker fur das colorektale Karzinom 
darstellt und somit in der Diagnostik, vor alien zur Erkennung von 
FrOhstadlen des Karzinoms und zur Dtfferenzierung zum gesunden 
colorektalen Gewebe eingesetzt werden kann. 

Mitglleder der ether a go-go (EAG) Kaliumkanalfamilie, Insbesondere das 
eag-abheinglge (eag-retated-gen; ERG) Genprodukt, wie der humane 
ERG (HERG) Kaliumkanal sind zur Diagnose geelgnet. Sle konnten in 
verschiedenen Tumorzellienien unterschiedlicher Histiogenese gefunden 
werden, wobei bekannt 1st, daB sle In der Zellproliferation und 
Transformation eine Rolle spleien, 

Die reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktlon (reverse 
transcriptase polymerase chain reaktion, RT-PGR) ist eine sehr effiziente 
und hoch sensitive Methode zum Nachwels von minimaler tumor- 
assoziierter mRNA Transcription. 

Der HERG (human eag related gene) Kaliumkanal stellt einen 
besonderen Typ von humanem Kaliumkanal dar, der zu der eag (ether 
a-go-go) Familie der spannungsaktivlerten KallumkanaMe gehort In 
neoplastlschen Zellen unterschiedlicher Histiogenese spielt der HERG- 
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Kallumkanal offensichtllch elne wichtlge, pathophysiologlsche Rolle In 
den Regulationsmechanlsmen und bewirkt e!n unllmitiertes 
Tumorwachstum. 

Die gesamte zelluiare RIMA-Isolierung wird von den gefrorenen 
Gewebeproben mit dem QIagen Rneasy mini-kit nach Anleitung des 
Herstellers (Hilden, Deutschland) durchgefOhrt. Der Gehalt und Reinheit 
der RNA wird spektrophotometrisch bel einer Wellenlange von 260 nm 
und 280 nm bestimmt. 

Zur Behandlung von colorektalen Karzinomzellen wird erfindungsgemSB 
die Verwendung des Antiarrhythmikum E-4031 vorgeschlagen. Dies 
beruht 

auf der wertvollen Erkenntnls, dal3 der funktionelle HERG-Kaliumkanal, 
der for die Zellproliferation und das Karzinomwachstum elne wichtlge 
Roiie spielt, selektlv durch das Antiarrhythmikum E-4031 blockiert 
werden kann. Somit slnd neue Ansatze fQr die Krebstherapie mogllch. 

Das Antiarrhythmikum E-4031 1st ein 
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Der Erfindung liegen folgende Untersuchungen und MaSnahmen 
zugrunde. 



Patienten 

Es wurden 24 Gewebeproben von 18 verschiedenen Patienten (12 
Frauen, 6 Manner; im Alter von 51-86 Jahren, Durchschnlttsalter 67,7 
Jahre) mit colorektalem Karzinom der UICC Klassifikation von I-IV 
untersucht. Funf Karzlnome waren Im Colon, vier Im sigmoldalen Colon 
und neun Im Rektum lokallslert. Die Gewebeproben wurden von dem 
umgebenden Gewebe frelpraparlert, urn eine Oberkreuzkontamination 
zu vermeiden.. Fur jede einzelne Gewebeprobe wurde eln neues Skalpel 
benutzt. 

Die klinische und hlstopathologlsche UICC sowle Dukes Klassifikation 
von Patienten mit colorektalem Adenokarzinom ergab folgendes: 
Stadium (stage) I - Dukes A : 3 (pTi = i, pT2 = 2) 
Stadium (stage) II - Dukes B : 5 (pT3 - 5, pT4 - 0) „ 
Stadium (stage) III - Dukes C : 7 (pNl = 4, pN2 - 3) „ 
Stacltum (stage) IV - Dukes D : 3 (pMl = 3) „ 

Hlstopathologisch negative Proben von Colongewebe von 7 Patienten (4 
Frauen, 3 Manner; im Alter von 60-68 Jahren, Durchschnlttsalter 62,8 
Jahre), wovon 3 Proben ein tubullo-villdses Adenom des Colons und 4 
Proben elne Slgmadlvertikulltls waren, dlenten als Negatlvkontrolle 
(Schaubild 3). 
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Die histopathologis^^ Diagnosen, die UICC und Dukes^issifikatlon 

sowle TNM Klasslfikation wurden unter standardisierten Bedingungen 
durchgefOhrt. Die Gewebeprobe wurde sofort nach der Excision In 
flUssigen Stlckstoff tlefgefroren und bei ~80°C bis zur RIM A Extraktlon 
gelagert. 

Die colorektale Karzinomzellllnie (Colo-205) wurde fQr die Detektion der 
Sensitivitat dieser Experimente als positive Kontrolle verwendet. 

Reverse Transkription 

Die cDNA wurde aus 2ug gesamter RNA In einem Volumen von 20ul 
Reaktionsmlschung synthetlslert, welche 4ul von 5 x Reaktlonsbuffer (50 
mmol/L Tris-HCI, pH 8.3, 75 mmol/L KCI und 3 mmol/L MgCI 2 ), 500 
umol/L dNTP, 100 umol/L Losung von poly-dT15-Primer (Roche 
Diagnostic, Mannheim, Deutschland) und 400 Einheiten von Superscript 
II (Glbco BRL, Gaithersburg, MD, USA) enthalt. Die Mischung wurde bei 
42°C fur 60 mln inkubiert, fur 2 min auf 90°C erhitzt und dann auf Els 
abgekOhlt. 

Primersequenzen fljr die RT-PCR Untersuchung: 

Folgende Primersequenzen wurden fQr die anschlieBenden RT-PCR 
Untersuchungen verwendet: 

Die Primersequenzen fur die CEA mRNA waren: A, 5'- 
TCTGGAACTTCTCCTGGTTCTCTCAGCTGG-3 ' fOr die outer sense; B, 5'- 
TGTAGCTGTTGCAAATGCTTTAAGGAAGAA-3' fQr die antisense; und C, 5'- 
GGGCCACTGTCGGCATCATGATTGG-3' fCJr die Inner sense cases . 
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Die Primer fQr die CK-19 mRNA waren: A, 5'- 
GTGGAGGTGGATTCCGCTCC-3' fOr die outer sense; B, 5'- 
TGGCAATCTCCTGCTCCAG-3' fur dfe outer antlsense; C, 5'- 
ATGGCCGAGCAGAACCGGAA'-3 , fur die inner sense; and D, 5'- 
CCATG AG CCG CTGGTACTCC- 3 ' fQr die Inner antlsense cases. 
Die Primer fur die CK-20 mRNA waren: a, 5'- 
GCGTTTATGGGGGTGCTGGAG-3' fQr dfe outer sense; B, 5'- 
AAGGCTCTGGGAGGTGCGTCTC-3 ' fQr die outer antlsense; C, 5'- 
CGGCGGGGACCTGTTTGT-3' fQr die inner sense; und D, 5'- 
CAGTGTTGCCCAGATGCTTGTG-3 1 fQr die Inner antlsense cases. 
Die Primersequenzen fur die HERG mRNA waren: 

A, primer up S'-AGCTGATCGGGCTGCTGAAGACTG -3\und 

B, primer down 5'-AATGAGCATGACGCAGATGGAGAAG-3' . 

Urn die Integrity der extrahlerten RNA zu untersuchen und urn 
slcherzustellen, dass equlmolare RNA verwendet wurde, wurde die 
extrahierte RNA mlt Glyceraldehyd-3-Phosphat- Dehydrogenase 
(GAPDH) mittels RT-PCR kontrolllert. Die Primersequenzen fur GAPDH 
waren: 5'-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3' sense und 5'- 
TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC-3 1 antlsense primers. 
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Die reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)s 

Die zwelstuflge RT-PCR wurde fur die Ampllfikatlon von cDNA von CEA, 

von CK-19 und CK-20 und von HERG verwendet. 

Die PCR wurde wie folgt ausgefuhrt: Die PCR wurde in einem Volumen 
von SOjjI mlt 2 ug der gesamten RNA pro Probe durchgefuhrt. FQr die 
erste PCR-Runde, 2 pL Aiiquots der cDNA Losung wurden mit 10,5 pL 
der PCR Reaktlonsmischung, welche 1,25 pL 10 x PCR Puffer (10 
mmol/L Trfs-HCI, pH 8.3, 50 mmol/L KCI, und 1.5 mmol/L MgCI 2 ), 200 
pmol/L dNTP, 0,5 pmol/L von jedem Primer, und 2,5 Einheiten von 
Platinum Taq Polymerase (Gibco BRL, Galthersburg, MD) enhait, 
gemischt. 

Die Reaktion wurde In einem PCR Thermocyder (Biometra, Goettingen, 
Germany fortgesetzt FOr die CEA, CK-19 and CK-20 Amplification 
wurden folgende Bedingungen angewandt: Aktivierung der Taq 
Polymerase bei 95°C fOr 4 min, Template Denaturierung bei 95°C fOr 45 
sec, Annealing bei 60°C fur 45 sec und Elongation bei 72«C fOr 45 sec 
fOr 20 Zyklen. Die HERG-Ampllfication wurde bei 95°C, 4 min; 55*c, 1 
min; 72°c, l min und 95°c, l min fur 30 Zyklen durchgefuhrt. 
Zwei Microliter des ersten PCR Produktes wurde In ein zweites Rohrchen 
transferriert und welter amplifiziert (CEA, CK-19 und CK-20: bei 95°C, 4 
min; 95°C, 45 sec; 60°C, 45 sec und 72°C, 45 sec in 20 Zyklen und 
HERG bei 95°C, 4 min; 55°c, l min; 72°c, 1 min und 95<>c, 1 min in 30 
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Zyklen) . Alle Plpetierarbelten wurden auf Els und unter elner sterilen 
Werkbank durchgefuhrt und dann die Rohrchen in den Thermocycler 
gegeben. Zuvor wurden sie auf die Denaturlerungstemperatur erhitzt 
bevor die Ampllfikatlon begann. 

Die ampllfizierten DNA Fragmente waren 132 Basenpaare (bp) fur CEA-, 
328 Basenpaare fur CK-19-, 485 Basenpaare fUr CK-20- und 386 
Basenpaare fUr HERG-Primerpaare. Jede Gewebeprobe wurde 
mlndestens zwelmal untersucht. 

Um die IntegritSt fOr cDIMA zu Oberprufen, wurden in 25 Zyklen die 
Ampllfikatlon fur GAPDH mlt 603 Basenpaaren der cDNA Fragmente 
(95°C ; 4mln; 95°C, 45 sec; 60°C, 45 sec; 72°C, 45 sec) durchgefOhrt. 
Die PCR Produkte wurden auf ein 2% iges Agarosegel aufgetragen und 
mlt Ethidiumbromid gefarbt. 

Sensitivitatstests der RT-PCR-Methode 

Die colorektale Karzinomzelllinie (Colo-205) diente fur die Detektionssensitivitat in diesen 
Experimenten als positive Kontrolle. Um die Sensitivitat der Methode bestimmen zu 
konnen, wurden Verdtuuiungsreihen von 10 s bis zu 10° der colorektalen KarzinomzeUen 
(Colo-205) angefertigt, denen dann 10 7 Lyrapho2yten von gesunden' Spendem zugegeben 
wurden. Nach der Extraktion der gesamten KNA wurden die RT-PCR durchgefuhrt. Die 
Verdilnnungsreihen der RNA zeigten, dass die Primer in der Lage waren eine Menge 
mRNA, welche equivalent zu einer Tumorzelle in IO 6 Lymphozyten ist, zu detektieren. 
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Proliferationstest der colorektalen Karalnomzellltole Colo-205 mit E-4031 
Die Proliferationsversuche (Wachstumsversuche) wurden mlt dem 3- 
(4,5-dimethylthylthlazol-2-yl)'2,S-dlphenyl-2H-tetrazollum bromide 
MTT-Test durchgefGhrt. Die Zellen der coiorektale Karzinomzelllinie Coio 
205 wurden mit 0,05%/EDTA geemtet und anschlleBend ausgezahlt. Die 
Zellen wurden dann in elne 96-Lochplatte (96-well plate) mit je 10* 
lebenden Zellen pro Loch ausgesat und 24 h zum anhaften belassen, 
Nach 24 h wurde das Medium mit E-4031 In verschiedenen 
Konzentrationen von 1 pM, 5 pM und 10 pM ausgetauscht. Das 
Endvolumen war 200 pi pro Loch. Nach der Inkubatlon von 0 bis 7 
Tagen wurden 20 pi MTT (5mg/ml in PBS) hlnzugefugt und fur 2 h In 
37°C inkubiert. Das Medium wurde dann entfernt und 100 pi Dimethyl 
Sulphoxid (Sigma, Deutschland) wurde In jedes Loch fQr 10 Minuten 
gegeben. 

Ein 96 Loch Mikrotlterplattenleser (Comtek, Germany) wurde fur die 
Auswertung benutzt. Bel einer Wellenlange von 570 nm Angstrom wurde 
der MTT-Test In dem ELISA- Mikrotlterplattenleser abgelesen. Die 
durchschnittliche Konzentration wurde In jedem Set von fQnf Locher 
gemessen. 

Die Absorption der unbehandelten Kontrollen wurden als 100 % 
angenommen und dementsprechend der IC50 berechnet. 

Statistische Auswertung 

Ein Unterschied von P<0,05 wurde als signifikant angenommen. 
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CEA f CK-19 und CK-20 wurden im Karzlnom und !m Kontrollgewebe sowle In 
der colorektalen Zeliinie Colo-205 exprlmlert. Die HERG Expression war 1m 
Gegenteil zu 100 % nur auf das Karzlnomgewebe und die Colo-205-Zellen 
beschrankt. Wle !m Schaubild 1 und 2 dargestellt, 2elgen Gewebeproben, die In 
der hlstopathologischen Untersuchung eindeutlg ein colorektales Karzinorn 
ergeben, elne Expression von alien Markern (CEA, CK-19, CK-20 und HERG). 
Colorektales Gewebe von Patlenten ohne eine mallgne Erkrankung exprlmieren 
auch CEA, CK-19 und/oder CK-20, jedoch HeS slch HERG nle nachweisen 
(Schaubild 3). Wenn die RT-PCR ohne RT Enzyme durchgefphrt wurde, HeBen 
sich In der Zellllnie Colo-205 kelne Banden nachweisen, was bewelst, dass 
keine DIMA vorhanden 1st, und somit die RT-PCR Bedingungen sehr gut 
abgestlmmt 
stnd. 



1 2 * 4 5 tf 7 8 9 10 tl 12 13 14 IS 

control OAPDH CBA CK-20 HERO CEA CK-19 CK-20 HERO CEA CK-19 CK-20 HERG control 
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Schaubild 1: RT-PCR zur Darstellung der CEA, CK-19, CK-20 und HERG xnRNA Expression 
in gesundem Colongewebe, in tubulloYilldsen Colonadenomen und in 
colorektalen Karzinoinen, 
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In Spalte 1 und 15 sind 100 Basenpaarstufen als Kontrollbanden dargestellt. 
In Spalte 2 ist die GAPDH Kontrolle zu sehen, die in alien Proben positiv 
war. Die Ergebnisse in den Spalten 3 bis 6 sind von einer Gewebeprobe 
eines Patienten mit Sigmadivertikulitis (Pat Nr. 6 in Schaubild 3) und in den 
Spalten 7 bis 10 von einer Gewebeprobe eines Patienten mit einem 
tubullovilldsen Colonadenora (Pat. Nr. 1 in Schaubild 3). Die Banden in den 
Spalten 11 bis 14 reprasentiert eine Gewebeprobe eines Patienten mit einem 
colorektalen Karzinom (Pat Nr. 3 in Schaubild 2). 
DNA Fragmente wurden avif einem 2 %igen Agarosegel 
aufgetragen und mit Ethidiumbromld gefarbt. 



Wte In Schaubild 2 zusammengefasst, konnte CEA in 22 (91.7 %), CK- 
19 in 19 (79.2 %), CK-20 In 23 (95.8 %), und HERG exclusiv zu 100 % 
in alien der 24 Gewebeproben von colorektalen Karzinomen von 18 
verschiedenen untersuchten Patienten nachgewiesen werden. 
In alien Proben, auBer in der CK-19 und CK-20 Expression im Patienten 
Nr. 2, waren kelne Unterschlede In den mRNA Resultaten der 
verschiedenen Gewebeproben von dem glelchen Untersuchungspraparat 
(Patient Nr. 4, 6, 7, 8, 9) vorhanden 
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Schaublld 2: Detektlon von mRNA Expression der Tumormarker CEA, CK-19, 

CK-20 und HERG mlttels RT-PCR In colorektalen Karzlnomen 

Pat. CAPDH CEA Cj&ig OEM HEBfi ^aetnff-T^M kpkaHyqtfra 

1 pos pos pos pos pos III - T4,N1(2/1Q),M0 Sigmoid 

2a pos pos neg neg pos III - T3,N1(1/9),M0 Colon 

2b pos pos pos pos pos 

3 pos pos neg pos pos II - T3 7 NO(0/15),MO Colon 

4a pos pos pos pos pos . IV - T3,N2(25/27),M1 Rektum 

4b pos pos pos pos pos 

5 pos neg pos pos pos I - T2,N0(0/6),M0 Sigmoid 

6a pos pos pos pos pos IV - T3,N2(U/20),M1 Rektum 

6b pos pos pos pos pos 

7a pos pos neg pos pos III - T2,N1(2/12),M0 Rektum 

7b pos pos neg pos pos 

8a pos pos pos pos pos III - T3,N1(1/35),M0 Colon 

8b pos pos pos pos pos 
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9a pos pos pos pos pos III - T3,N2(21/27),M0 Rektum 

9b pos po3 pos pos pos 

10 pos pos pos pos pos I - T2,NO(0/10),MO Rektum 

11 pos pos pos pos pos II -T3,N0(0/4),M0 Colon 

12 pos pos pos pos pos IV - T3,N2(6/16), Ml Sigmoid 

13 pos pos pos pos pos II -T3,N0(0/7),M0 Rektum 

14 pos pos pos pos pos II -T3,N0(0/13),M0 Colon 

15 pos pos pos pos pos III -T3,N2(6/11),M0 Rektum 

16 po$ pos pos pos pos I - Tl,N0(O/16),M0 Sigmoid 

17 pos pos pos pos pos III - T3 f N2(6/36),M0 Rektum 

18 pos neg neg pos pos II - T3,NO(0/16),M0 Rektum 

Das Grading (histopathologlsche Differenzlerungsgrad) der colorektalen 
Karzinome war In alien Gewebeproben G 2 ausser fOr die Probe des 
Patienten Nr. i (G2-3) , Nr. 4 (G3) und Nr. 9 (G2-3). 

HERG mRNA wurde in kelnem (0 %) der histopathologlsch negatlven 
colorektalen Gewebeproben der 3 Patienten mlt efnem tubulovillosen 
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Adenom des Colons und der 4 Patlenten mlt Sigmadivertikulltis, die als 
Negatlvkontrollen dlenten, nachgewiesen (Schaubild 1 und 3). 
Die mRNA der Tumormarker CEA, CK-19 und CK-20 waren In alien 
Patlenten mit elnem Colonadenom posltiv (100 %). In den 
Gewebeproben der Patlenten mlt Sigmadlvertlkulltis waren Jewells die 
mRNA der Marker CEA, CK-19 und CK-20 in 2 Patlenten (50 %) positlv. 

Schaubild 3: Detektion von mRNA Expression der Tumormarker CEA, 
CK-19, CK-20 und HERG mlttels RT-PCR In 
histopathologisch negativem colorektalen Gewebe. 

EaXs GAPPH CfiA CK-19 CK-20 HERG Histoloola Legalisation 




i 


pos 


pos 


pos 


pos 


neg 


tubulovlllflses Adenom Colon 


2 


pos 


pos 


pos 


pos 


neg 


tubuloviltSses Adenom Colon 


3 


pos 


pos 


pos 


pos 


neg 


tubulovllldses Adenom Colon 


4 


pos 


pos 


neg 


neg 


neg 


Sigmadlvertlkulltis 


Sigmoid 


5 


pos 


pos 


pos 


pos 


neg 


Sigmadlvertlkulltis 


Sigmoid 


6 


pos 


neg 


pos 


pos 


neg 


Sigmadlvertlkulltis 


Sigmoid 


7 


pos 


neg 


neg 


neg 


neg 


Sigmadlvertlkulltis 


Sigmoid 



-AXG3 Nr: 140095 von NVS:FAXG3.l0.0101/069880880 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 16 von 
Datum 31.05.02 12:53 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) Qbernahm Sendeauftrag 
3etreff: 22 Selte(n) empfangen 



16 



Schaublld 4: Darstellung der Proliferatlonshemmung der colorektalen Karzlnomzellllne 
Colo-205 durch den selektlven Inhibitor E-4031 des HERG 
Kaliumkanales. 
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E-4031 wurde in 3 verschiedenen Konzentrationen (1, 5 und 10 Mm )zu 
den Zellen hlnzugegeben und dann an 5 darauffoigenden Tagen das 
Wachstumsverhalten der colorektalen Karzlnomzellen gemessen. Die 
Karzinomzellen wurden durch die Konzentrationen von E-4031 in ihrem 
Wachstum, durch die Blockierung des fOr den Karzinomwachstum 
wichtlgen HERG-Kaiiumkanal, gehemmt und starben ab. 
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DISKUSSXON 

Dlese Forschungsarbeit hatte das Ziel, elnen Tumormarker zu finden, 
der veriasslich kanzerogenes von nlcht-kanzerogenem colorektalen 
Gewebe unterscheiden und dadurch detektleren kann und des weiteren 
karzlnogene Tumorzellen in hlstopathologlsch unauffailigem Gewebe 
nachwelsen kann. CEA eignet sich nicht als ein solcher Marker, da CEA 
mRNA nicht In colorektalen Karzinomen im Stadium I detektiert wurde, 
aber in alien Gewebeproben der tubuilovlil6sen Colonadenomen und in 
zwei Proben der Slgmadivertlkulitis, die als Negatlvkontrollen funkierten, 
exprlmiert wlrd. In Einklang mit den vorgelegten Ergebnlssen zeigte 
Bhatnagar et al. rnlttels quantitativer Enzymimmunoassay und 
Immunozytochemle, daS CEA in rnoderat bis sehr wenig dlfferenzierten 
colorektalen Tumoren gar nicht vorhanden 1st. Boucher et al. 
demonstriert, daB CEA nicht nur in Adenokarzinomen des Colons, 
sondern auch In gesundern angrenzendem Schleimhautgewebe des 
Colons vorkommt. 

CK-19 and CK-20 sind nicht nur Im Serum, sondern auch Im 
colorektalen Gewebe keine verlSsslichen Tumormarker. Sie iassen slch 
nicht In fortgeschrittenen Karzinomen Im Stadium III, jedoch in einigen 
Kontrollengeweben, nachweisen. Dies bestatigt frOhere Beobachtungen, 
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dass CK-19 und CK-20 auch In gesunder Darmschlelmhaut gefunden 
werden kann, aber auch in einlgen Tumoren nicht vorhanden slnd. Die 
Beobachtung, dass das relchllche Vorkommen von CK-19 in gut 
differenzlertem Tumorgewebe und geringgradiger Dysplasie mit geringer 
Zellprollferation, als auch das gerlnge Vorkommen In gering 
differenzlertem Karzinomgewebe und hochgradiger Dysplasie mit elner 
groBen Proliferationsrate, sowle die geringe Expression von CK-20 in 
colorektalen Karzinomen 1m vergleich zu gesundem Colongewebe laBt 
vermuten, dass die negative Tumorprobe des Stadiums III sich in elnem 
hohen Prolifertlonsstatus befindet. Die kontraYen Ergebnisse von der 
Gewebeprobe des Patlenten Nr. 2 zelgen zusatzlich, dass die Marker 
nicht gleichmaBig in dem Tumor verteilt sind. 

Im Gegenteil zu den Ergebnissen von CEA, CK-19 und CK-20, war HERG 
in alien Karzinomen, unabhangig von dem Tumorstadium, vorhanden 
und in jedem Kontrollgewebe negatlv. Daher scheint der HERG- 
Kaliumkanal ein hochselektiver Tumormarker fOr das colorektalen 
Gewebe zu sein. Er stellt zudem ein wertvoller Marker fur andere 
epitheliale Karzinomen dar, da er auch im Endometriumkarzinom 
vorkommt. Die vorgelegten Daten unterstutzen die kurzlich in in-vltro 
Studien vermutete starke Involvierung der EAG-KaliumkanaMe, den 
HERG Kaliumkanal miteingeschlossen, in die Karzinogenese. Diese Kall- 
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umkanale slnd In verschledenen Tumorzellllnien gefunden worden, die 
elnen transformierten Phanotyp in transfizlerten Zellen von saugetieren 
Obertragen und Tumorprogression in immunsupprlmierten MSusen 
favorisieren. Da der HERG Kallumkanal fur das Tumorwachstum 
und/oder das Oberleben des Tumors von Immenser Bedeutung 1st, lieB 
slch In den Proliferatlonsstudien nachweisen, dass durch die selektive 
Blockade des HERG-Kaliumkanals durch E-4031 die Karzinomzellen zum 
Absterben gelangen. Der HERG-Kallumkanal, als ein funktioneller 
Tumormarker fDr das colorektale Karzinom stellt somlt nicht nur einen 
selektiven Tumormarker dar, sondern ermtigllcht auch durch die 
selektive Hemmung von E-4031 elnen neuen Ansatz fiir die 
Krebstherapfe. 



Die uberraschenden und wertvollen Erkenntnisse der Erfindung lassen 
sich dahingehend zusammenfassen, daB zur Diagnose von colorektalen 
Karzinomzellen durch HERG-Genexpression ein neuartiger und 
hochselektlver Marker in Gestalt des HERG-Kaliumkanals Verwendung 
findet und daG sich das Wachstum der Tumorzellen mlt Hilfe der 
Wirkstoffe des Antlarrhythmikums E-4031 hemmen laBt. 
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patentansprOche 

1. Verfahren zum Dlagnostizleren des colorektalen Karzlnoms In elner 
Gewebeprobe des menschllchen Dickdarms und/oder Enddarms, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Gewebeprobe auf das 
Vorhandenseln von mlndestens elnem HERG-Kaliumkanal als 
Marker diagnostiziert wlrd. 

2. Verwendung des Antlarrhythmikum E-4031 zur. Behandlung des 
colorektalen Karzlnoms, wobei das Antlarrhythmikum E-4031 ein 



1st. 

3. Verwendung des Antlarrhythmikum E-4031 zur Herstellung elnes 
Arznelmittels zur Behandlung des colorektalen Karzinoms, wobei 
das Antlarrhythmikum E-4031 ein 



ist. 
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Zusammenfassung 



Die Oberraschenden und wertvollen Erkenntnisse der Erflndung lassen 
slch dahlngehend zusammenfassen, daB zur Diagnose von colorektalen 
Karzlnomzellen durch HERG-Genexpression ein neuartiger und 
hochselektiver Marker In Gestalt des HERG-Kaiiumkanals Verwendung 
findet und daB sich das Wachstum der Tumorzellen mit Wife der 
Wirkstoffe des Antiarrhythmikums E-4031 hemmen laBt. 
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